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Verfahren zur Herstellung von L-Threonin 

Gegenstand der Erfindung ist ein verbessertes Verfahren zur 
f ermentativen Herstellung von L-Threonin unter Verwendung 
von Bakterien der Familie Enterobacteriaceae . 

5 Stand der Technik 

L-Threonin findet in der Humanmedi z in , in der 
pharmazeutischen Industrie, in der Lebensmittelindustrie 
und ganz besonders in der Tierernahrung Anwendung. 

■ 

Es ist bekannt, dass L-Threonin durch Fermentation von 
10 StSmmen der Familie der Enterobacteriaceae, insbesondere 
Escherichia coli und Serratia marcescens, hergestellt 
werden kann. Wegen der grofien Bedeutung dieser Aminosaure 
wird standig an der Verbesserung der Herstellungsverfahren 
gearbeitet. Verfahrensverbesserungen k6nnen 
15 f ermentationstechnische MaSnahmen, wie z.B. Riihrung und 
Versorgung mit Sauerstoff , oder die Zusammensetzung der 
Nahrmedien, wie z.B. die Zuckerkonzentration wahrend der 
Fermentation, oder die Aufarbeitung zur Produktform, durch 
z.B. lonenaustauschchromatographie oder die intrinsischen, 
20 d.h. die genetisch bedingten Leistungseigenschaf ten des 
Bakteriums selbst betreffen. 

US-A-5, 538, 873 und EP-B-0593792 oder Okamoto et al . 
(Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 61 (11) , 
1877 - 1882, 1997) beschreiben, dass Threonin durch 
25 Fermentation im Satzverf ahren (batch) oder Zulauf verfahren 
(fed batch) hergestellt werden kann. Weiterhin ist in US 
6,562,601 ein Verfahren zur Herstellung von L-Threonin 
un ter Verwendung von St&nmen der Familie Enterobacteriaceae 
beschrieben, bei dem nach Durchfuhrung einer Fermentation 
30 im Zulauf verf ahren (fed batch) die Ferment at ionsbriihe auf 
1-90 Vol.-% abgelassen wird, anschlieSend die verbleibende 
Fermentationsbrtihe mit Wachstumsmedium aufftillt und 
bevorzugt nach einer Wachstumsphase eine weitere 
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Fermentation nach dem genannten Zulaufverf ahren (fed batch) 
durchftihrt. Dieses Verf ahren kann mehrmals wiederholt 
werden und heifit daher wiederholtes Zulaufverf ahren 
(repeated fed batch) . 

5 Aufgabe der Erf indung 

Die Erfinder haben sich die Aufgabe gestellt, neue 
MaSnahmen zur verbesserten f ermentativen Herstellung von L»- 
Threonin bereitzustellen. 





Beschreibung der Erf indung 

0 Gegenstand der Erfindung ist ein Fermentationsverf ahren, 
das dadurch gekennzeichnet ist, dass man 

a) das Bakterium in mindestens einem ersten Nahrmedium 
inokuliert und kultiviert, anschlieSend 



b) einen Teil der Fermentationsbrtihe abtrennt, wobei mehr 
15 als 90 Vol.-%, insbesondere mehr als 92 Vol.-%, mehr 

als 93 Vol.-%, bevorzugt mehr als 94 Vol.-%, bevorzugt 
mehr als 95% und besonders bevorzugt mehr als 98 Vol.-% 
des Ges am tvo lumens der Fermentationsbrtihe im 
Fermentationsbehaiter verbleiben, anschlieSend 

0 c) die verbleibende Fermentationsbrtihe mit einem oder 
mehr er en weiteren Nahrmedien aufftillt, wobei das 
weitere NShrmedium oder die weiteren Nahrmedien 
mindestens eine Kohlenstoff quelle, mindestens eine 
Stickstoff quelle und mindestens eine Phosphorquelle 
25 enthalten, und die Kuitivierung unter Bedingungen die 

die Bildung von L-Threonin erlauben, fortsetzt, 

d) die Schritte b) und c) gegebenenfalls mehrfach 
durchftihrt , 



e) die Konzentration der Kohlenstoff quelle (n) wahrend der 
30 Kuitivierung bei maximal 10 g/1 eingestellt wird, 



030235 BT 

3 

f) die Ausbeute des gebildeten L-Threonins bezogen auf die 
eingesetzte Kohlenstoff quelle mindestens 37 Gew.-% 
betr&gt, und 

g) L-Threonin mit einer Raum-Zeit-Ausbeute von mindestens 
2,5 g/1 pro Std. gebildet wird. 

Erf indungsgemciS kann die Anlagenlei stung einer L-Threonin 
produzierenden Fermentations einheit dadurch gesteigert 
werden, dass man in dem oben beschriebenen erst en 
Kultivierungsschritt (a) nach dem Satzverf ahren (batch) 
oder Zulaufverf ahren (fed batch) kultiviert, wobei bei 
Verwendung des Zulaufverf ahrens mindestens ein Zusatz- 
NShrmedium eingesetzt wird. In dem beschriebenen 
Kultivierungsschritt (b) wird der Kultur Fermentationsbrxihe 
entzogen, wobei weniger als 10 Vol.-%, insbesondere weniger 
als 8 Vol.-%, weniger als 7 Vol.-%, bevorzugt weniger als 6 
Vol.-%, bevorzugt weniger als 5 Vol.-% und besonders 
bevorzugt weniger als 2 Vol.-% des Gesamtvolumens der 
Fermentationsbruhe abgetrennt werden. 

AnschlieSend, im Schritt (c) wird die verbleibende 
20 Fentientationsbrtihe mit einem oder mehreren weiteren 

NShrmedien aufgefullt, wobei das weitere NShrmedium oder 
die weiteren N&hrmedien mindestens eine Kohlenstoff quelle, 
mindestens eine Stickstof fquelle und mindestens eine 
Phosphorquelle enthalten # und die Kultivierung unter 
25 Bedingungen die die Bildung von L-Threonin erlauben, 
fortgesetzt wird. 

wahrend des Kultivierungsschrittes (a) wird das Bakterium 
in mindestens einem ersten N&hrmedium inokuliert' und nach 
dem Satzverf ahren (batch) oder Zulaufverf ahren (fed batch) 
30 kultiviert. Bei Verwendung des Zulaufverf ahrens wird nach 
mehr als 0 bis maximal 10 Stunden, vorzugsweise nach 1 bis 
10 Stunden, bevorzugt nach 2 bis 10 Stunden und besonders 
bevorzugt nach 3 bis 7 Stunden ein Zusatz-NShrmedium 
zugef tihrt . 
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Das erste Nahrmedium enthait als Kohlenstoff quelle eine 
Oder mehrere der Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe 
Saccharose, Melasse aus Zuckerruben oder Zuckerrohr, 
Fruktose, Glukose, Starkehydrolysat, Laktose, Galaktose, 
5 Maltose, Xylose, Essigsaure, Ethanol und Methanol in den 
Konzentrationen von 1 bis 50 g/kg, bevorzugt von 10 bis 45 
g/kg, besonders bevorzugt von 20 bis 40 g/kg. Unter 
Starkehydrolysat versteht man erf indungsgemafi das 
Hydrolysat von Starke aus Mais, Getreide, Kartoffeln oder 
10 Tapioka. 

Als Stickstof fquelle im erste Nahrmedium k6nnen organische, 
Stickstof f-haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, 
Fleischextrakt , Malzextrakt, Maisquellwasser, 
Sojabohnenmehl und Harnstoff oder anorganische Verbindungen 
15 wie Ammoniak, Ammoniumsulf at , Ammoniumchlorid, 

Ammoniumphosphat, Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat 
Kaliumnitrat, Kaliumnatriumnitrat verwendet werden . Die 
Stickstof fquellen k6nnen einzeln oder als Mischung in den 
Konzentrationen von 1 bis 40 g/kg, bevorzugt von 10 bis 30 
20 g/kg, besonders bevorzugt von 10 bis 25 g/kg verwendet 
werden . 

Als Phosphorquelle im erst en Nahrmedium kOnnen 
Phosphorsaure, Alkali- oder Erdalkalisalze der 
Phosphor saure, insbesondere Kaliumdihydrogenphosphat oder 
25 Dikaliumhydrogenphosphat oder die entsprechenden Natrium- 
haltigen Salze, Polymere der Phosphorsaure oder das 
Hexaphosphorsaureester des Inosits auch Phytinsaure genannt 
in den Konzentrationen von 0,1 bis 5 g/kg, bevorzugt von 
0,3 bis 3 g/kg, besonders bevorzugt von 0,5 bis 1,5 g/kg 
30 verwendet werden. Das Kulturmedium muss weiterhin Salze von 
Metallen enthalten wie z.B. Magnesiumsulf at oder 
Eisensulfat, die fur das Wachstum notwendig sind. Diese 
Substanzen liegen in den Konzentrationen von 0,003 bis 3 
g/kg vor. Schliefilich werden essentielle Wuchsstoffe wie 
35 Aminosauren (z.B. Homoserin) und Vitamine (z.B. Thiamin) 
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zusStzlich zu deri oben genannten Stoffen eingesetzt. Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaxammittel wie 
z.B. FettsSurepolyglykol ester eingesetzt werden . 

Das Zusatz-NShrmedium, welches in einem Zulaufverf ahren 
5 (fed batch) angewandt wird, enthalt im allgemeinen 
lediglich als Kohl ens toff quelle eine oder mehrere der 
Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe Saccharose, Melasse 
aus Zuckerriiben oder Zuckerrohr, Fruktose, Glukose, 
StSrkehydrolysat, Laktose, Galaktose, Maltose, Xylose, 
10 EssigsSure, Ethanol und Methanol in den Konzentrationen von 
300 bis 700 g/kg, bevorzugt von 400 bis 650 g/kg, und 
gegebenenfalls eine anorganische Stickstoff quelle wie z.B. 
Ammoniak, Airanoniumsulf at, Ammoniumchlorid, 
Ammoniuraphosphat , Ammoniuiricarbonat , Ammoniuinni trat , 
15 Kaliumnitrat oder Kaliumnatriumnitrat . Alternativ konnen 
diese und andere Komponenten auch separat zugefiittert 
werden . 

Es wurde gefunden, dass die Bestandteile des weiteren 
Nahrmediums in Form eines einzigen weiteren Nahrmediums 
20 sowie in einer Vielzahl von weiteren NShrmedien der Kultur. 
zugefiihrt werden konnen. Erf indungsgem&£ wird das weitere 
Nfihrmedium beziehungsweise werden die weiteren Nsihrmedi en 
in mindestens einem (1) Zufiitterungs Strom oder in einer 
Vielzahl an Zuf titterungsstrSmen mindestens 2 bis 10, 
25 vorzugsweise 2 bis 7 oder 2 bis 5 Zuftitterungsstrdmen der 
Kultur zugefiihrt. 

Das weitere NShrmedium bzw. die weiteren Nahrmedien 
enthSlt/enthalten als Kohlenstoff quelle eine oder mehrere 
der Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe Saccharose, 
30 Melasse aus Zuckerrtiben oder Zuckerrohr, Fruktose, Glukose, 
StSrkehydrolysat , Maltose, Xylose, EssigsSure, Ethanol und 
Methanol in den Konzentrationen von 20 bis 700 g/kg, 
bevorzugt von 50 bis 650 g/kg. 
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Weiterhin enthait das weitere Nahrmedium bzw. enthalten die 
weiteren Nahrmedien eine Stickstof f quelle bestehend aus 
organischen, Stickstof f-haltigen Verbindungen wie Peptone, 
Hefeextrakt, Fleischextrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser , 
5 Sojabohnenmehl und Hamstoff Oder anorganische Verbindungen 
wie Ammoniak, Ammoniumsulf at , Ammoniumchlorid, 

■ 

Ammoniumphosphat, Ammoniumcarbonat, Ammoniumnitrat und/oder 
Kaliumnitrat oder Kaliumnatriumnitrat . Die 
Stickstof fquellen kcmnen einzeln oder als Mischung in den 
10 Konzentrationen von 5 bis 50 g/kg, bevorzugt von 10 bis 40 
g/kg, verwendet, warden . 

Weiterhin enthait das weitere Nahrmedium bzw. enthalten die 
weiteren NShrmedien eine Phosphorquelle bestehend aus 
Phosphors£ure , Alkali- oder Erdalkalisalze der 
15 Phosphorsaure, insbesondere Kaliumdihydrogenphosphat oder 
Dikaliumhydrogenphosphat oder die entsprechenden Natrium- 
haltigen Salze, Polymere der PhosphorsSure oder das 
Hexaphosphorsfiureester des Inosits auch PhytinsSure 
genannt. Die Phosphorquellen kSnnen einzeln oder als 
20 Mischung in den Konzentrationen von 0,3 bis 3 g/kg, 
bevorzugt von 0,5 bis 2 g/kg verwendet werden. Das 
Kulturmedium muss weiterhin Salze von Metallen enthalten 
wie z.B. Magnesiumsulfat oder Eisensulfat, die fur das 
Wachstum notwendig sind, in den Konzentrationen von 0,003 
5 bis 3 g/kg, bevorzugt in den Konzentrationen von 0,008 bis 
2 g/kg. SchlieSlich werden essentielle Wuchsstoffe wie 
Aminosauren (z.B. Homoserin) und Vitamine (z.B. Thiamin) 
zusStzlich zu den oben genannten Stoffen eingesetzt. Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaummittel wie 
30 z.B. Fetts&urepolyglykolester eingesetzt werden. 

Bei Verwendung eines einzigen weiteren NShrmediums wird 
dieses typischerweise in einem Zuftitterungsstrom der Kultur 
zugefuhrt. Bei Verwendung einer Vielzahl weiterer 
Nahrmedien werden diese in einer entsprechenden Vielzahl an 
35 ZuftitterungsstrSmen zugeftihrt. Bei der Verwendung einer 
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Vielzahl weiterer Nahrmedien ist zu beachten, dass diese 
jeweils nur eine der beschriebenen Kohlenstof f- , 
Stickstoff-, oder Phosphorquellen enthalten kdnnen, aber 
auch eine Mischung von den beschriebenen Kohlenstof f-, 
5 Stickstoff-, oder Phosphorquellen. 

ErfindungsgemaS wird das zugeftihrte Nahrmedium oder die 
zugeftihrten Nahrmedien so eingestellt, das ein Phosphor zu 
Kohlenstof fverhaitnis (P/C Verhaitnis) von maximal 4; von 
maximal 3; von maximal 2; von maximal 1,5; von maximal 1; 
10 von maximal 0,7; von maximal 0,5; maximal 0,48; maximal 
0/46; maximal 0,44; maximal 0,42; maximal 0,40; maximal 
0,38; maximal 0,36; maximal 0,34; maximal 0,32; maximal 
0,30 mmol Phosphor / mol Kohlenstof f besteht. 

Das in Schritt (b) beschriebene Abtrennen der 
15 Fermentationsbruhe geschieht in weniger als 180 Minuten, 
vorzugsweise in weniger als 120 Minuten, besonders 
bevorzugt in weniger als 60 Minuten, 

Wird ein weiteres oder mehrere weitere Nahrmedien wie unter 
Schritt (c) beschrieben zum Auffullen genutzt kann dieses 
20 Auffullen schnellstmdglich oder kontinuierlich erfolgen. 
Erfolgt das Auffullen schnellstmdglich, geschieht dies 
erf indungsgemas in weniger als 180 Minuten, vorzugsweise in 
weniger als 120 Minuten, . besonders bevorzugt in weniger als 
60 Minuten, besonders bevorzugt in weniger als 30 Minuten. 
25 Anschlie&end erfolgt die Kultivierung bis zum Verbrauch der 
Kohlenstof f quelle oder bis zu einem anderen geeigneten 
Zeitpunkt kurz vor dem vollst&ndigen Verbrauchen der 
Kohlenstof f quelle, bevor wiederum Fermentationsbriihe gemSS 
Schritt (b) abgelassen wird. Erfolgt das Auffullen 
30 kontinuierlich, so setzt man das Auffiillen mit einem oder 
mehreren weiteren Nahrmedien fort, bis der Pulls tand von 
annahernd 100% wieder erreicht ist. AnschlieSend kultiviert 
man so lange weiter, bis die Kohlenstof f quelle verbraucht 
ist . 
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Werden wie unter Schritt (c) beschrieben mehrere weitere 
Nahrmedien zum Auf fallen genutzt, so konnen sofort alle 
weitere N&hrmedien in den Ferment er gegeben werden 
(schnellstmSgliches Auffullen) oder ein oder mehrere 
5 weitere NShrmedien schnellstmoglich zugegeben werden und 
anschlieSend ein oder mehrere weitere NShrmedien 
kontinuierlich zugeftthrt werden. Erfolgt das Auf fallen 
kontinuierlich, so setzt man das Auffttllen mit einem oder 
mehreren weiteren Nahrmedien fort, bis der Fulls tand von 
10 annahernd 100% wieder erreicht ist. AnschlieSend kultiviert 
man so lange weiter, bis die Kohlenstoff quelle verbraucht 
ist. 

Die Kultivierung in den Schritten (a) und (c) erfolgt unter 
Bedingungen die die Bildung von L-Threonin erlauben. 
15 wahrend der Kultivierung wird die Temperatur in einem 
Bereich von 27 bis 45°C, vorzugsweise 29 bis 42°C, 
besonders bevorzugt 33 bis 40°C, eingestellt. Die 
Fermentation kann bei Normaldruck oder gegebenenfalls bei 
ttberdruck, vorzugsweise bei 0 bis 2,5 bar tiberdruck, 
20 besonders bevorzugt bei 0 bis 1,5 bar durchgefOhrt werden. 
Der Sauerstof fpartialdruck wird auf 5 bis 50%, vorzugsweise 
ca. 20%, Luf tsattigung geregelt. Die Regelung des pH-Wertes 
auf pH ca. 6 bis 8 f vorzugsweise 6,5 bis 7,5 kann mit 
25%igem Ammoniakwasser erfolgen. Die Bedingungen der 
25 Kultivierung kdnnen wahrend der Kultivierung konstant 
bleiben oder verandert werden. Ebenso k6nnen die 
Kultivierungsbedingungen in Schritt (a) und (c) identisch 
sein oder sich unterscheiden. 

Die Wiederholung der Schritte (b) und (c) gemfifi (d) erfolgt 
30 0 bis 100 mal, bevorzugt 2 bis 80 mal f bevorzugt 4 bis 50 
mal und besonders bevorzugt 5 bis 30 mal. 

Die Zeit zwischen Abtrennen der FermentationsbrOhe auf mehr 
als 90 Vol.-%, insbesondere mehr als 92 Vol.-%, bevorzugt 
mehr als 93 Vol.-%, mehr als 94 Vol.-%, bevorzugt mehr als 
35 95 Vol.-% und besonders bevorzugt mehr als 98 Vol.-% des 
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Gesamtvolumens und dem vollstandigen. Auffttlleii auf ca. 100% 
betragt maximal 5 Stunden, bevorzugt maximal 3 Stunden, 
besonders bevorzugt maximal 2 Stunden. 

Das Ablassen von Fermentationsbriihe und Auf f till en mi t 
5 Nahrmedien erfolgt mit einer Geschwindigkeit die einer 

mittleren Verweilzeit von kleiner als 50 Stunden, bevorzugt 
kleiner als 30, ganz besonders bevorzugt kleiner als 20 
Stunden ohne Berucksichtigung der Ablasszeiten entspricht. 
Dabei ist die mittlere Verweilzeit (residence time) die 
10 theoretische Zeit, die Teilchen in einer kontinuierlich 
betriebenen Kultur verbleiben. Die mittlere Verweilzeit 
wird beschrieben durch das Verhaitnis des : 
Fltissigkeitsvolumens des Reaktors und der Durchf lussmenge 
(Biotechnologie; H. Weide, J. P&ca und W. A. Knorre; Gustav 
15 Fischer Verlag Jena; 1991) . Die Ftillstandmessung kann 

direkt z.B. fiber Radarmessung oder indirekt z.B. uber eine 
Massebestimmung erfolgen. 

Erf indungsgem&S wird die Konzentration der 
Kohlenstoff quelle wahxend der Kultivierung bei maximal 10 
20 g/1, bevorzugt bei maximal 5 g/1, besonders bevorzugt 

maximal 2 g/1 eingestellt. Dabei wird die Konzentration der 
Kohlenstoff quelle anhand von Methoden bestimmt, die Stand 
der Technik sind. S-D-Glukose wird z.B. in einem 
Glukoseanalysator YSI 02700 Select der Firma Yello Springs 
25 Instruments (Yellow Springs, Ohio, USA) bestimmt. 

Gegebenenfalls kann die entnommene Kulturbrdhe mit 
Sauerstoff oder einem sauerstof fhaltigen Gas versehen 
werden bis die Konzentration der Kohlenstoff quelle unter 2 
g/1; unter 1 g/1; oder unter 0,5 g/1 sinkt. 

3 0 Erf indungsgemSS betrSgt die Ausbeute mindestens 37 Gew.-%; 
mindestens 40 Gew.-%; mindestens 42 Gew.-%; mindestens 44 
Gew • - % ; mindes t ens 4 6 Gew , - % , mindes tens 4 8 Gew . - % 
betragen, Dabei ist die Ausbeute definiert als das 
Verhaitnis von der in einer Kultivierung gesamt gebildeten 
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Menge an L-Threonin zu der Gesamtmenge der eingesetzten . 
oder verbrauchten Kohlenstoff quelle. 

Erfindungsgem££ wird L-Threonin mi t einer Raum-Zeit- 
Ausbeute von mindestens 2,5 bis 3,5 g/1 pro Std., von 
5 mindestens 2,5 bis mehr als 3,5 g/1 pro Std., von 

mindestens 3,5 bis 5,0 g/1 pro Std., von mindestens 3,5 bis 
mehr als 5,0 g/1 pro Std,, oder von mindestens 5,0 bis 
8,0, g/1 oder mehr pro Std. gebildet. Dabei ist die Raum- 
Zeit-Ausbeute definiert als das Verhaitnis von der in einer 
10 Kultivierung gesamt gebildeten Threoninmenge zu dem aktiv 
produzierenden Volumen der Kultur tiber den gesamten 
Zeitraum der Kultivierung gesehen. Die Raum-Zeit-Ausbeute 
wird auch volumetrische Produktivitat genannt. 

Die Mikroorganismen, mit denen das erf indungsgemaSe 
15 Verfahren durchgefiihrt werden kann, kSnnen L-Threonin aus 
kohlenstof fhaltigen Substraten herstellen, wobei die 
Hers tel lung aus Glucose, Starkehydrolysat, Saccharose oder 
Melasse bevorzugt wird. Zur Durchf ilhrung des 
erf indungsgemSSen Verfahrens sind L-Threonin produzierende 
20 Bakterien der Familie Enterobacteriaceae, ausgewfihlt aus 
den Gattungen Escherichia, Erwinia, Providencia und 
Serratia geeignet. Die Gattungen Escherichia und Serratia 
werden bevorzugt. Bei der Gattung Escherichia ist 
insbesondere die Art Escherichia coli und bei der Gattung 
25 Serratia insbesondere die Art Serratia marcescens zu 
nennen . 

Geeignete L-Threonin produzierende Stamme der Gattung 
Escherichia, insbesondere der Art Escherichia coli sind 
beispielsweise 

3 0 Escherichia coli TP427 

Escherichia coli H4578 
Escherichia coli KY10935 
Escherichia coli EL1003 
Escherichia coli VNIIgenetika MG-442 
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Escherichia 



coli VNIIgenetika VL334/pYN7 

coli VNIIgenetika Ml 

coli VNIIgenetika 472T23 

coli VNIIgenetika TDH-6 

coli BKIIM B-3996 

coli BKIIM B-5318 

coli B-3996-C43 

coli B-3996-C80 

coli B-3996 /pTWV-pps 

coli B-3996 (pMW: : THY) 

coli B-3996/pBP5 

coli kat 13 

coli KCCM-10132 



5 



Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 



Escherichia 



Escherichia 
Escherichia 
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Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 



Geeignete L-Threonin produzierende Stamme der Gattung 
15 Serratia, insbesondere der Art Serratia marcecsens sind 
beispielsweise 



20 Die Bakterien enthalten mindestens eine Kopie eines thrA- 
Gens oder Allels, das ftir eine Threonin- insensitive 
Aspartatkinase I - Homos erindehydrogenase I kodiert. 
Derartige Bakterien sind typischerweise resistent gegen das 
Threoninanalogon a-Amino-p-HydroxyvaleriansSure (AHV) . 

25 L-Threonin produzierende Stamme aus der Familie der 

Enterobacteriaceae besitzen bevorzugt, uhter anderen, ein 
oder mehrere der genetischen bzw. phanotypischen Merkmale 
ausgewShlt aus der Gruppe: Resistenz gegen a-Amino-p- 
HydroxyvaleriansSure, Resistenz gegen Thialysin, Resistenz 

3 0 gegen Ethioniri, Resistenz gegen oHMethylserin, Resistenz 
gegen DiaminobernsteinsoLure, Resistenz gegen ex- 
Ami nobutters Sure, Resistenz gegen Borrelidin, Resistenz 
gegen Rifampicin, Resistenz gegen Valin-Analoga wie 
beispielsweise Valinhydroxamat, Resistenz gegen 



Serratia marcescens HNr21 
Serratia marcescens TLrl56 
Serratia marcescens T2000 
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Purinanaloga wie beispielsweise 6-Dimethylaminopurin, 
Bedurftigkeit ftir L-Methionin, gegebenenf alls partielle und 
kompensierbare Bedurftigkeit ftir L-Isoleucin, Bedurftigkeit 
fttr meso-Diaminopimelinsaure, Auxotrophie beziiglich 
5 Threonin-hal tiger Dipeptide, Resistenz gegen L-Threonin, 
Resistenz gegen L-Homoserin, Resistenz gegen L-Lysin, 
Resistenz gegen L-Methionin, Resistenz gegen L- 
Glutaminsaure, Resistenz gegen L-Aspartat, Resistenz gegen 
L-Leucin, Resistenz gegen L-Phenylalanin, Resistenz gegen 
10 L-Serin, Resistenz gegen L-Cystein, Resistenz gegen L- 
Valin, Empfindlichkeit gegenuber Fluoropyruvat , defekte 
Threonin-Dehydrogenase, gegebenenf alls Fahigkeit zur 
Saccharose-Verwertting, Verstarkung des Threonin-Operons , 
Verstarkung der Homoserin-Dehydrogenase I -Aspar tat kinase I 
15 bevorzugt der feed back resistenten Form, Verstarkung der 
Homoserinkinase, Verstarkung der Threoninsynthase, 
Verstarkung der Aspar tatkinase, gegebenenf alls der feed 
back resistenten Form, Verstarkung der Aspartatsemialdehyd- 
Dehydrogenase, Verstarkung der Phosphoenolpyruvat- 
20 Carboxylase, gegebenenf alls der feed back resistenten Form, 
Verstarkung der Phosphoenolpyruvat- Synthase, Verstarkung 
der Transhydrogenase, Verstarkung des RhtB-Genproduktes, 
Verstarkung des RhtC-Genproduktes , Verstarkung des YfiK- 
Genproduktes , Verstarkung einer Pyruvat-Carboxylase, und 
5 Abschwachung der Essigsaurebildung. 

So besitzt beispielsweise der Stamm 472T23 eine verstarkte, 
„feed back* resistente Aspartatkinase I- 
Homos erindehydrogenase I, eine abgeschwachte Threonin- 
Desaminase, eine Resistenz gegen 5 g/1 L-Threonin und die 
30 Fahigkeit Saccharose als Kohlenstoff quelle zu verwerten . 

Der Begriff "Verstarkung" beschreibt in diesem Zusammenhang 
die Erhdhung der intrazelluiaren Aktivitat eines oder 
mehrerer Enzyme in einem Mikroorganismus , die durch die 
entsprechende DNA kodiert werden, indem man bei-spielsweise ■ 
35 die Kopienzahl des Gens oder Allels bzw. der Gene oder 
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* 

Allele erhSht, einen starken Promotor. verwendet oder ein 
Gen oder Allel verwendet, das far ein entsprechendes Enzym 
mit einer hohen Aktivitat kodiert und gegebenenfalls diese 
Mafinahmen kombiniert. 

5 Der Begriff „Abschwachung» beschreibt in diesem 

Zusammenhang die Verringerung oder Ausschaltung der 
intrazellularen Aktivitat eines oder mehrerer Enzyme 
(Proteine) in einem Mikroorganismus, die durch die 
entsprechende DNA kodiert werden, indem man beispielsweise 
10 einen schwachen Promotor verwendet oder ein Gen oder Allel 
• verwendet, das fiir ein entsprechendes Enzym mit einer 

niedrigen Aktivitat kodiert bzw. das entsprechende Gen oder 
Enzym (Protein) inaktiviert und gegebenenfalls diese 
Mafinahmen kombiniert. 



20 



15 Dartiber hinaus sind Bakterien der Familie 

Enterobacteriaceae geeignet, die ein Stopkodon ausgewahlt 
aus der Gruppe opal, , ochre und amber, bevorzugt amber im 
rpoS-Gen und einen t-RNA-Suppressor ausgewahlt aus der 
Gruppe opal-Suppressor, ochre-Suppressor und amber- 
Suppressor, bevorzugt amber -Suppress or enthalten. Die 
amber-Mutation liegt vorzugsweise an der Position 33 
entsprechend der Aminosauresequenz des RpoS-Genproduktes . 
Als amber-Suppressor wird vorzugsweise supE eingesetzt. 
Diese Bakterien sind in PCT/EP02/02055 beschrieben. 

!5 Die Nukleotidsequenz des rpoS-Gens kann dem Stand der 
Technik entnommen werden. Die Nukleotidsequenz des rpoS- 
Gens entsprechend der Accession No. AE000358 ist als SEQ ID 
NO. 1 dargestellt. Die Aminosauresequenz des dazugehdrigen 
RpoS-Genproduktes bzw. Proteins ist in der SEQ ID NO. 2 
dargestellt. Die Nukleotidsequenz eines rpoS-Allels, das 
ein Stopkodon vom Typ amber an der Stelle der 
Nukleotidsequenz entsprechend Position 33 der 
Aminosauresequenz des RpoS-Genproduktes bzw. Proteins, 
entsprechend SEQ id NO. 1 bzw. SEQ ID NO. 2, enthalt, ist 
5 in SEQ ID NO. 3 wiedergegeben . Der Suppressor supE ist 



0 
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ebenfalls im Stand der Technik beschrieben und als SEQ ID 
NO, 4 dargestellt. 

Fur das beschriebene Verfahren sind entsprechend stabile 
St&mme, die ihre Produktionseigenschaf ten im Laufe des 
5 Verfahrens nicht verlieren, besonders geeignet. 

Es ist ebenfalls moglich aus der entnommenen Kulturbriihe 
(=Fermentationsbruhe) ein Produkt herzustellen, indem man 
die in der Kulturbriihe enthaltene Biomasse des Bakteriums 
vollstandig (100%) oder nahezu vollstandig d.h. mehr als 
10 Oder grofcer als (>) 90%, >95%, >97%, >99% entfernt und die 
ubrigen Bestandteile der Fermentationsbriihe weitgehend d.h. 
zu 30% - 100%, 40% - 100%, 50% - 100%, 60% - 100%, 70% - 
100%, 80% - 100%, Oder 90% - 100%, bevorzugt grofier gleich 
(>) 50%, >60%, >70%, £80%, >90% oder £95% oder auch 
15 vollstandig (100%) im Produkt belSsst. 

Zur Entfernung oder Abtrennung der Biomasse werden 
Separationsmethoden wie beispielsweise Zentrif ugation, 
Filtration, Dekantieren, Flockung oder eine Kombination 
hieraus eingesetzt. 

Die erhaltene Brtihe wird anschliefiend mit bekannten 
Methoden wie beispielsweise mit Hilfe eines 
Rotationsverdampf ers , Dunns chichtver damp f ers , 
Fallf ilmverdampf ers, durch Umkehrosmose, durch 
Nanof iltration oder einer Kombination hieraus eingedickt 
beziehungsweise konzentriert . 

Diese aufkonzentrierte Briihe wird anschlieSend durch 
Methoden der Gef riertrocknung, der Spriihtrocknung, der 
Sprtihgranulation oder durch anderweitige Verfahren zu einem 
vorzugsweise rieself ahigen, feinteiligen Pulver 
30 aufgearbeitet . Dieses rieself Shige, feinteilige Pulver kann 
dann wiederum durch geeignete Rompaktier- oder Granulier- 
Verfahren in ein grobkorniges, gut rieself ahiges, 
lagerbares und weitgehend staubfreies Produkt iiberfuhrt 
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werden. Das Wasser wird hierbei insgesamt zu mehr als 90% 
entfernt, sodass der Wassergehalt im Produkt kleiner als 
10%, kleiner als 5% betragt. 

Die angegebenen Verfahrensschritte miissen nicht 
5 notwendigerweise in der hier aufgefiihrten Reihenfolge 
durchgeftihrt sondern konnen gegebenenfalls in technisch 
sinnvoller Weise kombiniert werden. 

■ 

Das erfindungsgemaSe Verfahren zeichnet sich gegeniiber dem 
tiblichen fed batch-Verfahren, vor allem durch eine erhohte 
10 Raum-Zeit-Ausbeute aus. 

« 

Die Analyse von L-Threonin und anderen Aminosauren kann 
durch Anionenaustauschchromatographie mit anschlieSender 
Ninhydrin Derivatisierung erfolgen, so wie bei Spackman et 
al. (Analytical Chemistry 30: 1190-1206 (1958)) 
15 beschrieben, oder sie kann durch reversed phase HPLC 

erfolgen, so wie bei Lindroth et al . (Analytical Chemistry 
51: 1167-1174 (1979)) beschrieben. 
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Verfahren zur f ermentativen Herstellung von L-Threonin 
unter Verwendung von L-Threonin produzierenden 
Bakterien der Familie Enterobacteriaceae, dadurch 
gekennzeichnet, dass man 

a) das Bakterium in mindestens einem ersten 
Nahrmedium inokuliert und kultiviert, 

b) einen Teil der Fermentationsbruhe abtrennt, wobei 
mehr als 90 Vol.-% des Gesamtvo lumens der 
Fermentationsbruhe im Fermentationsbehalter 
verbleiben, anschliefcend 

c) die verbleibende Fermentationsbruhe mit einem oder 
mehreren Nahrmedien auffiillt, wobei das weitere 
Nahrmedium oder die weiteren Nahrmedien mindestens 
eine Kohlens toff quelle, mindestens eine 
Stickstoffquelle und mindestens eine 
Phosphorquelle enthalten, und die Kultivierung 
unter Bedingungen die die Bildung von L-Threonin 



d) die Schritte b) und c) gegebenenfalls mehrfach 
durchf uhrt , 



e) die Konzentration der Kohlenstoff quelle (n) wahrend 
der Kultivierung bei maximal 10 g/1 eingestellt 
wird, 

f ) die Ausbeute des gebildeten L-Threonins bezogen 
auf die eingesetzte Kohlens toff quelle mindestens 
37 Gew.-% betragt, und 

g) L-Threonin mit einer Raum-Zeit-Ausbeute von 
mindestens 2,5 g/1 pro std. gebildet wird. 



030235 BT 



17 




15 



Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Kultivierungsschritt (a) nach dem 
Satzverfahren (batch) durchgef tihrt wird. 

Verfahren gemSfi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Kultivierungsschritt (a) nach dem 
Zulaufverfahren (fed batch) durchgeftihrt wird, wobei 
mindestens ein Zusatz-Nahrmedium eingesetzt wird. 

Verfahren gemaS Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet/ dass die Fermentationsbruhe zu weniger 
als 8 Vol.-% abgetrennt wird. 

* • 

Verfahren gemaS Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Fermentationsbruhe zu weniger 
als 5.Vol.-% abgetrennt wird. 

Verfahren gemaJS Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Fermentationsbruhe zu weniger 
als 2 Vol.-% abgetrennt wird. 



Verfahren gemas Anspruch 1, 2 oder 
gekennzeichnet, dass das gebi 
gereinigt wird. 



3 , dadurch 
L-Threonin 



20 8 



25 



30 



Verfahren gemSS Anspruch 1, dadurch 
dass es sich bei der Kohlenstof f quelle urn eine oder 
mehrere der Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe 
Saccharose, Melasse aus Zuckerruben oder Zuckerrohr, 
Fruktose, Glukose, StSrkehydrolysat , Maltose, Xylose, 
Essigsaure, Ethanol und Methanol handelt. 

Verfahren gemas Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei der Stickstoff quelle um eine oder 

mehrere organische, Stickstof f-haltige Stoffe oder 

Stof fgemische ausgewahlt aus der Gruppe Peptone, 

Hef eextrakte , Fleis chextrakte , Mai zextrakte , 

Mai s quell was ser, Sojabohnenmehl und Harnstoff .und/ oder 

um eine oder mehrere der anorganischen Verbindungen 
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10. 



11. 




12 



15 



13 



20 



14 



25 



15 



30 



ausgewahlt aus der Gruppe Ammoniak, Ammonium- 
Salze und Salze der Salpetersaure handelt. 

Verfahren gemaS Anspruch 8, dadurch. gekennzeichnet, 
dass es sich bei Ammonium-haltigen Salzen und Salzen 
der Salpetersaure um Ammoniumsul f at , Ainmoniumchlorid, 
Ammoniumphosphat , Ammoniumcarbonat , Ammoniumnitrat, 
Kaliumnitrat und Kaliumnatriumnitrat handelt. 

Verfahren gemas Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei der Phosphorquelle um Alkali- oder 
Erdalkalisalze der Phosphor saure oder der en Polymer e 
Oder der Phytinsaure. handelt . 

Verfahren gema£ Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den Alkalisalzen der PhosphorsSure um 
Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat 
oder die entsprechenden Natrium-haltigen Salze 
handelt. 

Verfahren gemas Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den Bakterien der Familie 

* 

Enterobacteriaceae um die Art Escherichia coli 
handelt. 

Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Bakterium der Familie Enterobacteriaceae 
mindestens ein thrA-Gen oder Allel enthait, das fttr 
eine Threonin- insensitive Aspartatkinase I - 
Homoserindehydrogenase I kodiert. 

Verfahren gemas Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Bakterium der Familie Enterobacteriaceae ein 
Stopkodon ausgewahlt aus der Gruppe opal, ochre und 
amber, bevorzugt amber im rpoS-Gen und einen t-RNA- 
Suppressor ausgewahlt aus der Gruppe opal -Suppress or, 
ochre-Suppressor und amber- Suppressor, bevorzugt 
amber-Suppressor enthalt. 
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16. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Schritte (b) und (c) gemaS (d) 0 bis 100 mal, 
bevorzugt 2 bis 80 mal, bevorzugt 4 bis 50 mal rand 
besonders bevorzugt 5 bis 30 mal wiederholt werden. 

17. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zeit zwischen vollstandigen Abtrennen der 
Permentationsbrtihe auf mehr als 90 Vol.-% des 
Gesamtvolumens und dem vollstandigen Auf fallen von 
Nahrmedien auf ca. 100% maximal 5 Stunden, betragt. 

18. Verfahren gemaJS Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass das vollstandige Auf fiillen von Nahrmedien maximal 
2 Stunden betragt. 

19. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass in dem zugefuhrtem Nahrmedium oder den 
zugefuhrten Nahrmedien ein Phosphor zu 
Kohlenstoffverhaltnis (P/C Verhaltnis) von maximal 4; 
von maximal 3; von maximal 2; von maximal 1,5; von 
maximal 1; von maximal 0,7; von maximal 0,5; maximal 
0,48; maximal 0,46; maximal 0,44; maximal 0,42; 
maximal 0,40; maximal 0,38; maximal 0,36; maximal 
0,34; maximal 0,32; maximal 0,30 eingestellt wird. 

20. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die entnommene Kulturbruhe mit Sauerstoff oder 
einem sauerstof fhaltigen Gas vers ehen wird bis die 
Konzentration der Kohlenstoff quelle unter 2 g/1; unter 
1 g/1; unter 0,5 g/1 sinkt. 

21. Verfahren gemaS Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass das gebildete L-Threonin gereinigt wird. 

22. Verfahren gemaS Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass man zunachst die Biomasse aus der entnommenen 
Kultur in Schritt (b) zu mindestens 90% entfernt und 
anschlieSend das Wasser zu mindestens 90% entfernt. 
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Verfahren gemSS Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Konzentration der 
Kohlenstof fquelle weihrend der Kultur bei maximal 5 g/1 
eingestellt wird. 

Verfahren gemSS Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Konzentration der 
Kohlenstof fquelle wfihrend der Kultur bei maximal 2 g/1 
eingestellt wird. 

Verfahren gemaS Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Ausbeute des gebildeten L- 
Threonins, bezogen auf die eingesetzte 
Kohlenstof fquelle, mindestens 48 Gew.-%. betragt. 

Verfahren gema£ Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Ausbeute des gebildeten L- 
Threonins, bezogen auf die eingesetzte 
Kohlenstof fquelle, mindestens 44 Gew.-%. betragt. 

Verfahren gemSfi Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Ausbeute des gebildeten L- 
Threonins, bezogen auf die eingesetzte 
Kohlenstof fquelle, mindestens 40 Gew.-%. betragt. 

Verfahren gemas Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass L-Threonin mit einer Raum-Zeit- 
Ausbeute von 5,0 bis mehr als 8,0 g/1 pro Std. 
gebildet wird. 

Verfahren gemafi Anspruch 1 , 2 oder 3 , dadurch 
gekennzeichnet, dass L-Threonin mit einer Raum-Zeit- 
Ausbeute von 3,5 bis mehr als 5,0 g/1 pro Std. 
gebildet wird. 

Verfahren gemaS Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass L-Threonin mit einer Raum-Zeit- 
Ausbeute von 2,5 bis mehr als 3,5 g/1 pro Std. 
gebildet wird. 
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31. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass ein Zulaufverfahren im Kultivierungsschritt (a) 
angewandt wird, und dass L-Threonin mit einer Raum- 
Zeit-Ausbeute von mindestens 2,5 bis 5,0 g/1 pro Std. 
gebildet wird. 
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Zusammenf as sung 

Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur 
fermentativen Herstellung von L-Threonin unter Verwendung 
von L-Threonin produzierenden Bakterien der Familie 
Enterobacteriaceae . 
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SEQUENZ PROTOKOLL : 



<110> Degussa AG 

<120> Verfahren zur Her st el lung von L-Threonin 
<130> 030235 BT 
<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 993 
<212> DNA 

<213> Escherichia coli 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(990) 

<223> . 

* 

<400> 1 

atg agt cag aat acg ctg aaa gtt cat gat tta aat gaa gat gcg gaa 
Met Ser Gin Asn Thr Leu Lys Val His Asp Leu Asn Glu Asp Ala Glu 
1 5 .10 15 

ttt gat gag aac gga gtt gag gtt ttt gac gaa aag gcc tta gta gaa 
Phe Asp Glu Asn Gly Val Glu Val Phe Asp Glu Lys Ala Leu Val Glu 

20 25 30 

cag gaa ccc agt gat aac gat ttg gcc gaa gag gaa ctg tta teg cag 
Gin Glu Pro Ser Asp Asn Asp Leu Ala Glu Glu Glu Leu Leu Ser -Gin 
35 40 45 

gga gcc aca cag cgt gtg ttg gac gcg act cag ctt tac ctt ggt gag 
Gly Ala Thr Gin Arg Val Leu Asp Ala Thr Gin Leu Tyr Leu Gly Glu 
50 55 60 

att ggt tat tea cca ctg tta acg gcc gaa gaa gaa gtt tat ttt gcg 
lie Gly Tyr Ser Pro Leu Leu Thr Ala Glu Glu Glu Val Tyr Phe Ala 
65 70 75 80 

cgt cgc gca ctg cgt gga gat gtc gcc tct cgc cgc egg atg ate gag 
Arg Arg Ala Leu Arg Gly Asp Val Ala Ser Arg Arg Arg Met He Glu 

85 90 95 

agt aac ttg cgt ctg gtg gta aaa att gcc cgc cgt tat ggc aat cgt 
Ser Asn Leu Arg Leu Val Val Lys He Ala Arg Arg Tyr Gly Asn Arg 

100 105 no 

ggt ctg gcg ttg ctg gac ctt ate gaa gag ggc aac ctg ggg ctg ate 
Gly Leu Ala Leu Leu Asp Leu He Glu Glu Gly Asn Leu Gly Leu He 
115 120 125 

cgc gcg gta gag aag ttt gac ccg gaa cgt ggt ttc cgc ttc tea aca 
Arg Ala Val Glu Lys Phe Asp Pro Glu Arg Gly Phe Arg Phe Ser Thr 
130 135 140 

tac gca acc tgg tgg att cgc cag acg att gaa egg gcg att atg aac 
Tyx Ala Thr Trp Trp He Arg Gin Thr He Glu Arg Ala He Met Asn 
1^5 150 155 160 
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caa acc cgt act att cgt ttg ccg att cac ate gta aag gag ctg aac 
Gin Thr Arg Thr lie Arg Leu Pro He His He Val Lys Glu Leu Asn 

165 170 175 



295 300 

att cag gtt gaa ggc ctg cgc cgt ttg cgc gaa ate ctg caa acg cag 
He Gin Val Glu Gly Leu Arg Arg Leu Arg Glu He Leu Gin Thr Gin 
305 310 315 320 

ggg ctg aat ate gaa gcg ctg ttc cgc gag taa 
Gly Leu Asn He Glu Ala Leu Phe Arg Glu 

325 330 

<210> 2 
<211> 330 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 
50 <400> 2 

Met Ser Gin Asn Thr Leu Lys Val His Asp Leu Asn Glu Asp Ala Glu 
1 5 10 15 

Phe Asp Glu Asn Gly Val Glu Val Phe Asp Glu Lys Ala Leu Val Glu 
55 20 25 30 

Gin Glu Pro Ser Asp Asn Asp Leu Ala Glu Glu Glu Leu Leu Ser Gin 
35 40 45 

60 Gly Ala Thr Gin Arg Val Leu Asp Ala Thr Gin Leu Tyr Leu Gly Glu 
50 55 60 



65 



He Gly Tyr Ser Pro Leu Leu Thr Ala Glu Glu Glu Val Tyr Phe Ala 
65 70 75 80 



528 



, ^L aC g cga acc gca cgt gag ttg tcc cat aa S c ^g gac cat gaa 576 
Val Tyr Leu Arg Thr Ala Arg Glu Leu Ser His Lys Leu Asp His Glu 

180 185 190 

i n S Ca agt gcg gaa gag atc gca gag caa ct 9 & a t aag cca gtt gat gac 624 
XV Pro Ser Ala Glu Glu He Ala Glu Gin Leu Asp Lys Pro Val Asp Asp 

195 200 205 

gtc age cgt atg ctt cgt ctt aac gag cgc att acc teg gta gac acc 672 
Val Ser Arg Met Leu Arg Leu Asn Glu Arg He Thr Ser Val Asp Thr 
15 210 215 220 

ccg ctg ggt ggt gat tcc gaa aaa gcg ttg ctg gac atc ctg gee gat 720 
Pro Leu Gly Gly Asp Ser Glu Lys Ala Leu Leu Asp He Leu Ala Asp 
225 230 235 240 

r 

gaa aaa gag aac ggt ccg gaa gat acc acg caa gat gac gat atg aag 768 
Glu Lys Glu Asn Gly Pro Glu Asp Thr Thr Gin Asp Asp Asp Met Lys 

. 245 250 255 

25 cag age atc gtc aaa tgg ctg ttc gag ctg aac gec aaa cag cgt gaa 
Gin Ser He Val Lys Trp Leu Phe Glu Leu Asn Ala Lys Gin Arg Glu 

260 265 270 

gtg ctg gca cgt cga ttc ggt ttg ctg ggg tac gaa gcg gca aca ctg 
JU Val Leu Ala Arg Arg Phe Gly Leu Leu Gly Tyr Glu Ala Ala Thr Leu 

275 280 285 

gaa gat gta ggt cgt gaa att ggc etc acc cgt gaa cgt gtt cgc cag 
Glu Asp Val Gly Arg Glu He Gly Leu Thr Arg Glu Arg Val Arg Gin 
Jb 290 noc - ~- 53 



816 



864 



912 



960 



993 
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Arg Arg Ala Leu Arg Gly Asp Val Ala Ser Arg Arg Arg Met He Glu 

85 90 95 

Ser Asn Leu Arg Leu Val Val Lys lie Ala Arg Arg Tyr Gly Asn Arg 
3 100 105 110 

Gly Leu Ala. Leu Leu Asp Leu lie Glu Glu Gly Asn Leu Gly Leu lie 
115 120 125 

10 Arg Ala Val Glu Lys Phe Asp Pro Glu Arg Gly Phe Arg Phe Ser Thr 
I 30 135 140 
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Tyr Ala Thr Trp Trp He Arg Gin Thr He Glu Arg Ala He Met Asn 
145 150 155 160 

* 

Gin Thr Arg Thr He Arg Leu Pro He His He Val Lys Glu Leu Asn 

165 170 175 

Val Tyr Leu Arg Thr Ala Arg Glu Leu Ser His Lys Leu Asp His Glu 

180 185 190 

Pro Ser Ala Glu Glu He Ala Glu Gin Leu Asp Lys Pro Val Asp Asp 
195 200 205 

25 Val Ser Arg Met Leu Arg Leu Asn Glu Arg He Thr Ser Val Asp Thr 
210 215 220 



30 



Pro Leu Gly Gly Asp Ser Glu Lys Ala Leu Leu Asp He Leu Ala Asp 
225 • 230 235 240 

Glu Lys Glu Asn Gly Pro Glu Asp Thr Thr Gin Asp Asp Asp Met Lys 

245 250 " 255 



Gin Ser He Val Lys Trp Leu Phe Glu Leu Asn Ala Lys Gin Arg Glu 
" 260 265 .270 

Val Leu Ala Arg Arg Phe Gly Leu Leu Gly Tyr Glu Ala Ala Thr Leu 
275 280 285 

40 Glu Asp Val Gly Arg Glu He Gly Leu Thr Arg Glu Arg Val Arg Gin 
290 295 300 

He Gin Val Glu Gly Leu Arg Arg Leu Arg Glu He Leu Gin Thr Gin 
. 305 310 315 320 

Gly Leu Asn He Glu Ala Leu Phe Arg Glu 

325 330 

<210> 3 
50 <211> 993 
<212> UNA 

<213> Escherichia coli 

<220> 

55 <221> Allel 

<222> (1)..(990) 

<223> rpoS-Allel 

<220> 

60 <221> misc_ feature 

<222> (97).. (99) 

<223> airiber-Kodon 

<400> 3 

65 atgagtcaga atacgctgaa agttcatgat ttaaatgaag atgcggaatt tgatgagaac 



60 
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15 




25 



ggagttgagg 


tttttgacga 


aaaggcctta 


gtagaatagg 


aacccagtga 


taacgatttg 


120 


gccgaagagg 


aactgttatc 


gcagggagcc 


acacagcgtg 


tgttggacgc 


gactcagctt 


180 


taccttggtg 


agattggtta 


ttcaccactg 


ttaacggccg 


aagaagaagt 


ttattttgcg 


240 


cgtcgcgcac 


tgcgtggaga 


tgtcgcctct 


cgccgccgga 


tgatcgagag 


taacttgcgt 


i 

300 


ctggtggtaa 


aaattgcccg 


ccgttatggc 


aatcgtggtc 


tggcgttgct 


ggaccttatc 


360 


gaagagggca 


acctggggct 


gatccgcgcg gtagagaagt 


ttgacccgga 


acgtggtttc 


420 


cgcttctcaa 


catacgcaac 


ctggtggatt 


cgccagacga 


ttgaacgggc 


gattatgaac 


480 


caaacccgta 


ctattcgttt 


gccgattcac 


atcgtaaagg 
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